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As printed 

(54) Title: METHOD FOR INDIRECTLY DETERMINING THE BLOOD-CLOTTING STVOUS 

(54) Bczckhnung: VERFAHREN ZUR INDREKTEN BESTIMMUNC DES BLUTGERINNUNGSSTATUS 

(57) Abstract: The invention relates to a method for indirectly determining the blood-dotting status. The inventive mrenod < 
prises the following steps: a) collecting body fluids which cjwitain a protein that can be modified by a vitamin K-dependent •/-car- 
boxylase, b) determining at least two concentrations selected from a group consisting of a first concentration CI of carboxylatcd 
protein, a second concentration C2 of decarboxylated protean and an entire concentration C3 of carboxylated and decarboxylated 
protein, whereby the first concentration CI is determined using a first antibody Al, the second concentration using a second anti- 
body A2 and the chin) concentration C3 using a third antibopy A3, c) generating a first quotient Ql from the first CI and second 
concentration C2 or ge ne rati ng a second quotient Q2 from the third C3 and first concentration CI or generating a third quotient Q3 
from the third C3 and second concentration. C2. whereby a concentration CI. C2. C3 which has not been determined in step b) and 
which is required for generating the first Ql, the second Q2 oithe third quotient Q3 is calculated according to the following relation; 
C3 C2 a CI and d) the first, second or third quotient Ql, QV Q3 are correlated with the blood-clotting status, 

(57) Zusammcnfassung: Die Erfindung beoifit eio Verfahren zur indirekten Bestimrrrung des Blutgerinnungastattg mil folgenden 
Schriuen: aj Eatnahme von Ko^perflussigcrit, die ein durch cine Vjtamin-K abhfingige ^Carboxylase mcjcUffcierbares Protein em- 
halt; b) Erminlung von mindestena zweri Koiufinrrationen ausgjswahlt aus einer Gruppc bestehend aus einer ersten Konzemrati on (CI) 
an carboxylicrten Protein, einer zweiten Konzentraiion (C2) jan dccarpoxyliencm Protein und einer GesamtkoMentration (C3) an 
carboxyliertem und c^arboxyliertcm Protein, wobei die crstelKnnxeniration (CI ) nnter \ferwendung ersten Antikfirpers (A IX 
die zweite Konzentration nnter Verwcndung eines Aweiten Antikdrpers (A3) und die drine Konzennatiap (C3) unter Vbrwendung ei- 
nes driuen Antikorpers (A3) enninelt wird; c) Bildung eines ersten Quotientcn (Ql) aus erster (Cl) und zweiter Konzentration (C2). 
Oder Bildung eines zweiten Qooticnten (Q2) aus dritier (C3) tmd erster Konzentration (Cl), oder Bildung eines drinen Quotientcn 
(Q3) ans ddner (C3) nod zweiter Konzentration (C2), wobei eine zur Bildung des ersten (Ql), zweiten (Q2) oder drinen Quodenteo 
(Q3) erforderliche und beJ Schritt lit. (b) nicht errjiiaelte Konzentration (Cl. C2, C3) gemfiB founder Beziehung: C3 - C2 = Cl 
e^chnez wird; und d) Korrelation des ersten, zweiten oder drjtten Quotienten (Ql. Q2. Q3) mit dem Bliugeriiuiimgsstatus. 
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Verfafcren zur indirekten Bestiranung des Blutgerinnungsstatus 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur indirekten Bestim- 
mung des Blutgerinnungsstatus. 



Ermittlung der Prothrombinkonzentration in menschlichen KSr- 
perfliissigkeiten erfolgen. Bei Prothrombin handelt es sich urn 
ein Protein, welches vorwiegend im Plasma des menschlichen 
Bluts vorkommt. Prothrombin ist mitverantwortlich fur die 
Blutgerinnung. Es wandelt ISsliches Fibrinogen in unlosliches 
Fibrin urn. 

Die durch Prothrombin induzierte Umwandlung des Fibrinogens 
erfolgt nur dann, wenn Prothrombin in natiirlicher carboxy- 
lierter Form vorliegt. Die Carboxylierung erfolgt in der Le- 
ber durch eine Carboxylase unter Bindung des Co-Faktors Vit- 
amin K. Die Aktivitat der Carboxylase ist von der Konzentra- 
tion an Vitamin K abhangig. Wenn die Vitamin-K-3indungsstelle 
der Carboxylase blockiert wird, ist sie nicht aktiv. Es en- 
steht dann eine abnormale nicht carboxylierte Form des Pro- 
thrombins/ welche nicht gerinnungsaktiv ist. Die Wirkung oral 
verabreichter Anticoagulantien beruht auf der Wirkung der 
Blockierung der Vitamin K Bindungsstellen der Carboxylase, 

Beim gesunden Menschen liegt das Prothrombin in naturlicher, 
d.h. carboxylierter, Form vor. Die Carboxylierung wird durch 
Vitamin-X als Co-Faktor bewirkt . Bei kranken Menschen, insbe- 
sondere bei Menschen mit Leberschaden, oder bei Zugabe von 
Antikoagulantien, kommt Prothrombin auch in der abnormalen 
Form vor. 
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Das carboxylierte Prothrombin bewirkt eine Gerinnung nur 
dann, wenn zuvor Ca 2 + -Ionen gebunden werden. Nur darm ist das 
carboxylierte Prothrombin in der Lage, an die Membranen der 
Blutplattchen zu binden und eine Gerinnung zu bewirken. Nur 
die carboxylierte Form des Prothrombins kann Calcium binden. 
Somit laSt^der fl^halt an carboxy liertem Prothrombin auf den 
Blutgerinnungsstatus schlieEen. 

Aus der US 4,769,320 ist ein Verfahren bekannt, bei dem die 
Ermittlung des Gehalts an carboxyliertem Prothrombin unter 
Verwendung spezifischer Antikorper fur Prothrombin mittels 
Immunoassay erfolgt. 

Aus der US 5,352,712 ist ein monoklonaler Antik6rper bekannt, 
der spezifisch fiir nicht-carboxyliertes Prothrombin ist. Un- 
ter Verwendung dieses Antikorpers la&t sich mittels Immunoas- 
say die Konzentration an nicht-carboxyliertem Prothrombin er- 
mitteln. Auch darnit ist eine Aussage iiber den Blutgerinnungs- 
status m6glich. 

Nach dem Stand der Technik tritt das Problem auf, da£ das zu 
analysierende Probenmaterial nicht imrher unmittelbar nach der 
Entnahme der Probe analysiert wird. Durch die Versendung des 
Probenmaterial s vergehen mitunter 1 bis 2 Tage. Die meisten 
der an der Blutgerinnung beteiligten Faktoren sind hoch emp- 
findlich und schnell inaktiv. 2s wird wahrend dieser 2eit 
wird u.a. sowohl carboxyliertes als auch nicht-carboxyliertes 
Prothrombin in der Probe abgebaut . Einer Verfalschung der Er- 
gebnisse des Blutgerinnungsstatus ist die Folge. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem. Stand 
der Technik zu beseitigen. Es soli insbesondere die Genauig- 
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keit der Ermittlung des Blutgerinnungsstatus mittels der Be- 
stimmung des Prothrombingehal ts erhoht werden. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Ansprtiche 1 und 2 
5 gelSst, Zweckmafiige Ausgestaltungen der Erfindung er geben 
sich aus den Merkmalen der Anspruche 3 bis 15. 

Nach Ma£gabe der Erfindung isfc ein Verfahren zur indirekten 
Bestimmung des Blutgerinnungsstatus mit folgenden Schritten 
10 vorgesehen : 

a) Entnahme von KSrperflussigkei t , die ein durch eine Vit- 
amin-K abhSngige y-Carboxylase modif izierbares Protein 
enthalt, 

15 

bl) Ermittlung einer ersten Konzentration an carboxyliertem 
Prothrombin unter Verwendung eines ersten Antikdrpers 
und Ermittlung einer zweiten Konzentration an decarboxy- 
liertem Prothrombin unter Verwendung eines zweiten Anti- 
2 0 kfcrpers, 



30 



c) 



Bildurag eines ersten Quotienten aus erster und zweiter 
Konzentration und 



25 d) Korrelation des Quotienten mit dem Blutgerinnungsstatus. 

Nach einer weiteren Variante ist ein Verfahren zur indirekten 
Bestimmung des Blutgerinnungsstatus mit folgenden Schritten 
vorgesehen : 



a) Entnahme von Korperf liissigkeit , die ein durch eine Vit- 
amin-K abhangige y-Carboxylase modif izierbares Protein 
enthait, 
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b2) Ermittlung einer Gesamtkonzentration an carboxyliertem 
und decarboxyliertem Prothrombin unter Verwendung eines 
dritten Antikorpers und Ermittlung einer zweiten Konzen- 
tration an dec arboxylier tern Prothrombin unter Verwendung 
eines zweiten Antilco rpexsr; 

cl) Errechnung einer ersten Konzentration an carboxyliertem 
Prothrombin gemaS folgender Beziehung: 

C3 - C2 = Cl 

und 3ildung eines ersten Quotienten aus erster und zwei- 
ter Konzentration 

oder 

c2) Bildung eines zweiten Quotienten aus dritter und erster 
Konzentration und 

d) Korrelation des ersten bzw. zweiten Quotienten mit dem 
Blutgerinnungsstatus . 

Unter einem durch eine Vitamin-K abhangige 7-Carboxylase mo- 
dif izierbaren Protein wird ein Protein verstanden, das in Ab- 
hangigkeit des Blutgerinnungsstatus anteilig sowohl caboxy- 
lierter als auch in decarboxylierter Form vorliegen kanti. 

Mit den erf indungsgemaSen Verfahren ist es moglich, auf der 
Basis des Gehalts an modif izierbarem Protein den Blutgerin- 
nungsstatus genau zu ermitteln. Die Betrachtung sowohl des 
Gehalts an carboxyliertem Protein als auch des Gehalts an de- 
carboxyliertem Prothrombin und das Inbeziehungsetzen der bei- 
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den vorgenannten Proteingehalte werden Fehler bei der Bestim- 
mung des Blutgerinnungsstatus minimi ert. 

Bei der Korperf lussigkeit kann es sich zweckm&Sigerweise urn 
5 Plasma, Blut, Speichel, Urin oder dgl . handeln. Geeignet sind 
grun^a~^frcn^r 

Protein in einem Gehalt en thai ten ist, der eine Messung er- 

moglicht . 



10 



15 



20 



25 
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Nach einem Ausgestaltungsmerkmal der Erfindung erfolgt die 
Bestimmung der ersten, zweiten und/oder dritten Konzentration 
mittels eines enzym- oder f luoreszenz-immunologischen verfah- 
rens . Dabei kann als enzym- irtimunologisches Verfahren ELISA 
Oder Strip-Assay verwendet werden. 

Es ist aber auch moglich, daS die erste, zweite und/oder 
dritte Konzentration und/oder der erste bzw. zweite Quotient 
mittels einer Farbreaktion oder Fluoreszenzdetektion ermit- 
telt wird. Damit ist eine besonders schnelle und einfache Er- 
mittlung des Blutgerinnungsstatus mttglich. 

Bei dem ein durch eine Vitamin-K abhangige ^Carboxylase mo- 
dif izierbaren Protein handelt es sich vorzugsweise um Pro- 
thrombin, Nephrocalcin oder Osteocalcin. Es ist auch denkbar 
zur Bestimmung des Blutgerinnungsstatus andere Proteine be- 
nutzen, die von einer Vitamin-K abhangigen Carboxylase car- 
boxyliert werden und ebenfalls mittels oral verabreichbarer 
Anticoagulantien beeinflufibar sind. Nephrocalcin ist z.B. im 
Urin nachweisbar. Es mufi bei Benutzung dieses Proteins kein 
Blut entnommen werden- Das bedeutet fur Patienten, deren 
Blutgerinnungsstatus laufend uberwacht werden rnu£, eine er- 
hebliche Erleichterung. 
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Es ist femer ein Kit zur Durchfuhrung des erf indungsgem&£en 
Verfahrens vorgesehen, wobei zur enzym-inununologischen Be- 
stimmung einer ersten Konzentration an carboxyliertem Pro- 
thrombin ein erster Antikorper en thai ten ist. 

Zweekm&frirgerW:^ 



tration an decarboxyliertem Prothrombin ein zweiter Antik6r- 
per enthalten sein. 

Es kann sich beim ersten vmd zweiten AntikSrper um nach dem 
Stand der Technik bekannte AntikSrper handeln. Solche Anti- 
korper sind z.3. aus der US 5,252,712 und US 4,769,320 be- 
kannt, deren Inhalt hiermit in die Beschreibung einbezogen 
wird. 

Der Kit kann zweckm&fiigerweise zur Bestimmung einer Gesamt- 
konzentration an carboxyliertem und decarboxylier tem Pro- 
thrombin einen dritten AntikSrper enthalten. Axich dabei kann 
es sich um einen nach dem Stand der Technik bekannten Anti- 
k6rper handeln. 

Der erste und der zweite AntikSrper konnen jeweils auf einem 
separaten Feld eines Teststreif ens aufgenommen sein. Das er- 
moglicht eine besonders einfache Ermittlung des jeweiligen 
Gehalts z.B. mittels Farbreaktion , 

Der dritte Antikorper kann auf einem Feld eines weiteren 
Teststreif ens aufgenommen sein. 

Zur Vervollstandigung des Kits kann jeweils ein zum ersten 
und zweiten Antikorper korrespondierendes Anti -Pro thrombin- 
Enzym-Konjugat oder ein Anti-Prothrombin-Fluoreszenz- 
Farbstof f-Konjugat enthalten sein. Vorteilhaf terweise kann 
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auch ein zum dritten AntikSrper korrespondierendes Anti- 
Prothrombin-Enzym-Konjugat oder ein Anti - Prothrombin- 
Farbstof f -Konjugat enthalten sein. 

5 Nachfolgend wird das erf indungsgemaSe Verfahren anhand der 
Z"ei"chrmng— erl-aatrertr; — Es— xeigen 



10 



Fig. 1 die Korrelation des Blutgerinnungsstatus rnit 
cPT/dcPT, 

Fig. 2 die Korrelation des Blutgerinnungsstatus mit 
cd?T/cPT und 



15 



20 




25 



Fig. 3 die Xorrelation des Blutgerinnungsstatus mit dcPT. 

In Fig. 1 ist der Quotient aus der Konzentration von carboxy- 
liertem und decarboxyliertem Prothrombin uber dem Blutgerin- 
nungsstatus INR aufgetragen. Die Konzentration ist hier als 
OD-Wert gemessen. Bei einem ermittelten Quotienten von 0,5 
ergibt sich ein Blutgerinnungsstatus INK von 3,8. 

In Fig. 2 ist der Quotient aus decarboxyliertem mit carboxy- 
liertem Prothrombin uber dem Blutgerinnungsstatus aufgetra- 
gen. Es ist ersichtlich, da£ der Quotienten hier besonders 
gut mit dem Blutgerinnungsstatus INR korreliert. 



30 



Fig, 3 zeigt die nach dem Stand der Technik bekannte Korrela- 
tion von dcPT mit dem Blutgerinnungsstatus INR. Diese veran- 
dert sich mit zunehmendem Alter der Proben. 

Beispiel : 

Fur Seri ©nines sungen besonders geeignet ist der sogenannten 
Sandwi ch- ELISA . 
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a) Probenvorbereitung: 

Zu deren Durchfuhmng werden die Kavitaten von Mikrotiter- 
platten (z.B. Maxisorb, NUNC) iiber Nacht bei 4°C mit je 50m1 
5 Capture-AntikSrper (10fig/tnl in Carbonatpuf f er ) beschichtet. 

p.i.e^p^a^e^ 2u r Abs&ttig unc 

unspezifischer Bindungsstellen werden die Platten lh bei zim- 
mertemperatur mit 50^1 1% BSA in PBS pro Kavitat geblockt. 
Die Platten werden dann 3mal mit PBS/0, 05%Tween 20 gewaschen. 

10 

Anschliefcend werden die Antigene wie folgt aufgetragen 
(50/il/Kavitat) : 

Xalibrierplasmen, 1:50 verdunnt in PBS/0,1% BSA 
15 Normalplasxna, 1:50 verdunnt in PBS/0,1% BSA 

Patientenplasma, 1:50 verdunnt in PBS/ 0,1% BSA 
Prothrombindef izientes Plasma (negative Kontrolle) 

Die Platten werden lh bei Zimmer temper a tur inkubiert und an- 
20 schlie£end 3mal mit PBS/0, 05%Tween 20 gewaschen. Es werden 
5 Oul /Kavitat Kaninchen anti Gesamt- Prothrombin (ID^g/tta) zu- 
fugt. Dann werden die Flatten lh bei zimmer tempera tur inku- 
biert und anschlie&end 3xnal mit PBS/0, 05%Tween 20 gewaschen. 
Es werden 50/^1 /Kavitat Ziege anti Kaninchen Antikorper, Bio- 
25 tin-konjugiert, (Dianova, 1:20000 in PBS/0,1% BSA) zuf ugt . 
Die Platten werden lh bei Zimmertemperatur inkubiert und dann 
3mal mit PBS/0, 05 %Tween 20 gewaschen. 

Es werden 50/il/Kavi tat Streptavidin-Peroxydase-Kon jugat (Ho- 
30 che Diagnostics, 1:1000 in Konjugatpuf f er ) zufiigt . Die Plat- 
ten werden lh bei Zimmertemberatur inkubiert und anschlieEend 
3mal mit PBS/0,05% Tween 20 gewaschen. 
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Dann werden SO/il/Kavitat A3TS-L5sung (Roche Diagnostics, 
lmg/ml) zufugt, und die Platten werden VSh - lh bei zimmer tem- 
pera tur inkubiert. Schliefelich werden die Platten im ELISA- 
Reader gemessen. 



5 



A usw^-^tTjp.g-:- 

Es werden 

aa) die Absorbtionswerte (OD) des Gesamtprothrombins (Kavi- 
taten mit anti Gesamt- Prothrombin mAK beschichtet) , 
10 bb) der OD von Descarboxy- Prothrombin (Kavitaten mit anti- 
Descarboxy-Prothrombin mAK) und 

cc) der OD von carboxylierten Prothrombin (OD Gesamt-PT - OD 

Descarboxy- PT) 

bestimmt. 




15 



Dann werden Eichkurven aus den gemessenen OD-Werten (siehe 
Fig. 1-3: Punkte A,B,C und D) der Kalibrierplasmen erstellt 
und der INR der Patientenplasmen berechnet. 
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Patentanspruche 

1. verfahren zur indirekten Bestimmung des Blutgerinnungs- 
status mit folgenden Schritten: 

a) Entnahme von Korperf lussigkeit , die ein durch eine 
Vitamin-K abhangige y-Carboxylase rnodif izierbares Protein 
enthalt, 

10 bl) Ermittlung einer ersten Xonzentration (CD an car- 

boxyliertem Prothrombin unter Verwendung eines ersten An- 
tikorpers (Al) und Ermittlung einer zweiten Kor.zentration 
<C2) an decarboxyliertem Prothrombin unter Verwendung ei- 
nes zweiten Antikfcrpers (A2), 

15 

c) Bildung eines ersten Quotienten (Ql) aus erster 
(CI) und zweiter Konzentration (C2) und 

d) Korrelation des Quotienten (Q) mit dem Blutgerin- 
20 nungsstatus. 

2 . Verfahren zur indirekten Bestimmung des Blutgerinnungs- 
status mit folgenden Schritten: 

2 5 a) Entnahme von Korperf lussigkeit, die ein durch eine 

Vitamin-K abhangige y-Carboxylase modi f izierbares Protein 
enthalt, 

b2) Ermittlung einer Gesamtkonzentration (C3) an car- 

3 0 boxyliertem und decarboxyliertem Prothrombin unter Ver- 

wendung eines dritten Antik6rpers (A3) und Ermittlung ei- 
ner zweiten Konzentration (C2) an decarboxyliertem Pro- 
thrombin unter Verwendung eines zweiten Antikorpers <A2), 
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cl) Srrechnung einer ersten Konzentration (CI ) an car- 
boxyliertem Prothrombin gemaS folgender Be2iehung: 

C3 - C2 = Cl 

und Bildung eines ersten Quotienten (Ql) aus erster (Cl) 



und 2weiter Konzentraticn (C2) 
oder 

c2) Bildung eines zweiten Quotienten (Q2) aus dritter 
(C3) und erster Konzentration {CD und 



d) Korrelation des ersten bzw. zweiten Quotienten (Ql, 
15 Q2) mat dem Blutgerinnungsstatus . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Korperflus- 
sigkeit Plasma, Blut, Speichel, Urin Oder dgl. ist. 

2 0 4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, wobei 

die Bestimmung der ersten (Cl) , zweiten <C2) und/oder 
dritten Kon2entration (C3) mittels eines enzym- oder 
f luoreszenz-immunologischen Verfahrens erfolgt. 

25 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
als enzym-imirxunologisches Verfahren 2LISA oder Strip- 
Assay verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
30 die erste (Cl) , zweite (C2) und/oder dritte Konzentration 

(C3) und/oder der erste bzw. zweite Quotient (Ql, Q2) 
mittels einer Farbreaktion oder Fluoreszenzdetektion er- 
mittelt wird. 

3 5 7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 

durch eine Vitamin-K abh&ngige Y~ Carbo: *y lase ntodifizier- 

20i 
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bare Protein Prothrombin, Nephrocalcin Oder Osteocalcin 
ist . 

8. Kit zur Durchftihrung des Verfahrens nach einem der vor- 
5 hergehenden Anspriiche, wobei zur enzym-immunologischen 

Bestirnmung einer ersten Konzentration (CI) d er carboxy- 

lierten Form des Proteins ein erster Antikorper (Al) ent- 
halten ist. 

9. Kit nach Anspruch 7, wobei zur Bestimmung einer zweiten 
Konzentration (C2) der decarboxylierten Form des Protei- 
nes ein zweiter Antik6rper (A2) enthalten ist. 




10. Kit nach einem der Anspruche 7 oder 8, wobei zur Bestim- 
15 mung einer Gesamtkonzentration (C3) an carboxyliertem und 

decarboxyliertem Protein ein dritter AntikSrper (A3) ent- 
halten ist. 

11. Kit nach einem der Anspriiche 7 bis 9, wobei der erste 
2 0 (11) und der zweite Antikorper (12) jeweils auf einem se- 

paraten Feld eines Teststreifen aufgenommen sind. 




12. Kit nach einem der Anspruche 7 bis 10, wobei der dritte 
AntikSrper (A3) auf einem Feld eines weiteren Teststrei- 



2 5 fens aufgenommen ist. 

13. Kit nach einem der Anspruche 7 bis 11, wobei jeweils ein 
zum ersten (Al) und zweiten AntikSrper (A2) korrespondie- 
rendes Anti-Protein-Enzym-Kon jugat oder ein Anti-Protein- 
30 Fluoreszenz-Farbstof f-Konjugat enthalten ist- 



14. Kit nach einem der Anspruche 7 bis 12, wobei ein zuin 
dritten Antikorper (A3) korrespondierendes Anti-Protein- 
Enzym-Konjugat oder ein Anti-Protein-Fluoreszenz- 
35 Farbstof f-Konjugat enthalten ist. 
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15. Kit nach einern der Anspruche 8 bis 14, wobei das Protein 
Prothrombin, Nephrocalcin Oder Osteocalcin ist. 

5 
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Zusaircmen fas sung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur indirekten Bestim- 
mung des physiologischen Blutparameters xnit folgenden Schrit- 
5 ten ; 

a) Bntnahme von Prothrombin en thai tender Korperf Ittssigkei t , 

bl) Ermittlung einer ersten Konzentration an carboxyliertem 
10 Protein unter verwendung eines ersten AntikSrpers und 

Ermittlung einer zweiten Konzentration an decarboxylier- 
tem Protein unter Verwendung eines sweiten Antikdrpers, 

c) Bildung eines ersten Quotienten aus erster und zweiter 
15 Konzentration und 

d) Korrelation des Quotienten mit dem physiologischen Blut- 
parameter . 
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